肺癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，具有较高的发病率及病死率，并且发病率逐年增高，居我国一些大中城市各种恶性肿瘤的首位。其中非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）占所有肺癌的80%^\[[@b1]\]^。早期肺癌治疗主要以手术为主，但由于早期症状不明显等原因，30%-40%的患者在确诊时已经错过手术的最佳时期，且肺癌术后也有较高的复发率与转移率^\[[@b2]\]^。对于已经错过手术指征的患者临床上大多采用以放化疗为主的治疗方案，然而现放化疗的已进入瓶颈期，无法得到进一步的治疗突破，且部分肿瘤的放化疗效果并不好。

靶向治疗是肺部肿瘤治疗的一个新的突破口。其中，针对表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂（epidermal growth factor receptor tyrosine kinase inhibitor, EGFR-TKIs）的分子靶向药物的研究和开发是目前肺癌靶向治疗最主要的热点。最新的美国国立综合癌症网络（National Comprehensive Cancer Network, NCCN）指南中也明确指出：对具有*EGFR*敏感突变的肺癌患者，应用EGFR-TKIs靶向药物，纳入了一线治疗方案中^\[[@b3]\]^。EGFR-TKIs类药物的具有疗效好、副反应小、服药方便等特点，在临床上广受患者的欢迎。自IPASS研究以来，多项Ⅲ期临床试验证实第一代TKI治疗*EGFR*突变晚期NSCLC患者疗效的确切性。第一代TKI类药物（吉非替尼、厄洛替尼）作为一线治疗*EGFR*突变阳性的NSCLC的疗效明显优于含铂双药化疗^\[[@b4]\]^。CONVINCE Ⅲ期临床实验结果表明：在*EGFR*突变的晚期肺腺癌患者中，应用EGFR-TKIs类药物埃克替尼比培美曲赛联合铂类一线治疗后培美曲塞维持的疗效更为明显^\[[@b5]\]^。对于晚期*EGFR*突变的NSCLC患者一线采用一代EGFR-TKI类药物治疗，不管是有效率还是无症状生存期（progression-free survival, PFS）均明显优于以铂类为基础的化疗，但应用第一代EGFR-TKIs治疗会面临一个严峻的问题：绝大多数肺癌患者会在治疗后1年左右出现不同程度的耐药，导致疾病的复发和治疗的失败。因此，针对EGFR-TKIs耐药及逆转耐药研究、联合应用其他类药物延缓耐药周期成为目前研究的热点。

随着分子生物学的发展，研究人员发现肿瘤组织中除会出现特定基因位点改变及异常信号通路激活外，还会出现一些特殊的表观遗传性状的改变，如DNA的甲基化、磷酸化或乙酰化^\[[@b6]-[@b9]\]^。EZH2是一个重要的表观遗传调控基因，具有组蛋白甲基转移酶（histone methyltransferase, HMT）活性，能够对组蛋白H3第27位赖氨酸三甲基（H3K27me3）催化从而抑制靶基因的表达^\[[@b7]\]^。*EZH2*基因在NSCLC中高表达，且表达水平与患者的预后密切相关。同时研究也证实应用EZH2抑制剂能有效地降低NSCLC的侵袭和迁移的能力，并能诱导肿瘤细胞凋亡^\[[@b10],\ [@b11]\]^。可见EZH2抑制剂在肺癌治疗领域具有良好的应用前景和临床价值。同时EZH2也有望成为治疗NSCLC治疗的新的靶点，本研究主要探讨EZH2抑制剂与吉非替尼联合，是否能增加肺癌细胞对吉非替尼敏感性，同时联合应用GSK343+吉非替尼对肺癌细胞的生物学行为的影响。

1. 材料与方法 {#s1}
=============

1.1. 细胞株及主要仪器 {#s1-1}
---------------------

PC9及其耐药亚克隆细胞系PC9/AB2由本研究所保存。PC9具有EGFR外显子19（E746-A750del）的缺失突变，为吉非替尼敏感细胞系。PC9/AB2细胞是通过PC9细胞长期暴露于吉非替尼建立出的吉非替尼耐药细胞系，在培养过程中在培养基中持续加入10 μmol/L的吉非替尼以维持其耐药性。RPMI-1640培养基、胎牛血清、0.25%胰蛋白酶-EDTA购自GIBCO公司（GIBCO-BRL, Grand Island, NY）EZH2抑制剂GSK343、吉非替尼（gefitinib）购自Selleck，CCK-8细胞增殖试剂盒购自碧云天生物技术公司，EdU试剂盒购自锐博生物公司，细胞凋亡试剂盒购自BD公司，P-EGFR抗体购自Abcam公司，EGFR抗体、EZH2抗体、Histone H3、H3K27me3抗体来自Cell Signaling Technology公司（Danvers, MA, USA），β-actin抗体购自Sigma公司（Kansas, Missouri, USA），流式细胞仪购自Beckman coulter公司（CA, USA）。

1.2. 细胞培养及药物处理 {#s1-2}
-----------------------

PC9及PC9/AB2细胞用含10%胎牛血清（fetal bovine serum, FBS）的RPMI-1640培养，将细胞置于10 cm细胞培养皿，放入37 ℃、5%CO~2~饱和湿度的培养箱中，直至细胞处于对数生长期，用0.25%胰蛋白酶-EDTA消化液进行细胞传代，GSK343、gefitinib溶于于二甲基亚砜（dimethyl sulphoxide, DMSO）溶液中。根据实验需求处理细胞。

1.3. CCK-8分析联合用药对耐药细胞活性的影响 {#s1-3}
------------------------------------------

采用CCK-8试剂盒分析EZH2抑制剂与吉非替尼对PC9/AB2细胞活性的影响：取对数期生长期细胞，按每孔5×10^3^细胞铺于96孔板上，置于细胞孵箱中过夜培养，待细胞贴壁后，进行加药处理，处理时间为48 h。48 h后，取出96孔板，每孔加入20 μL的CCK-8溶液，继续37 ℃避光培养1 h，用酶标仪测各孔的吸光值（450 nm）。取各个复孔的平均值，药物抑制率计算公式：（未加药组的吸光值-实验组吸光值）/未加药组吸光值×100%，最终得出GSK343及gefitinib的IC~50~浓度及抑制率曲线，每组实验重复3次。

1.4. EdU检测DNA合成 {#s1-4}
-------------------

EdU（5-ethynyl-2-deoxyuridine）是一种胸腺嘧啶核苷类似物，能够在细胞增殖时期代替胸腺嘧啶（T）渗入正在复制的DNA分子中，并能够与Apollo^®^荧光染料发生特异性反应，快速检测细胞DNA合成。我们将处于对数期的细胞用胰酶消化转移至96孔板，每孔细胞数为5×10^3^个。按实验要求向96孔板的细胞进行加药处理，加药处理后按照EdU试剂盒说明书对细胞进行不同处理。

1.5. 细胞划痕实验 {#s1-5}
-----------------

取对数生长期的PC9/AB2细胞铺在6孔板上，放入37 ℃，5% CO~2~饱和度的培养箱中，培养直至细胞长至90%密度，用无菌的免酶枪头在六孔板中央划痕，用PBS清洗去除悬浮细胞，随后按照实验要求加入不同处理组及阴性对照组，放入细胞孵箱培养，于0 h、16 h、32 h置于显微镜下观察拍照。上述实验独立重复3次。

1.6. Transwell小室实验 {#s1-6}
----------------------

迁移实验：应用不同药物处理对数期的PC9/AB2细胞，处理时间为48 h。将提前处理好的4组细胞按照细胞1×10^4^个铺于上室并加入无血清的细胞培养基，混合液体总量为200 μL，于下室加入600 μL完全培养基，置于37 ℃、5%CO~2~恒温培养箱，培养12 h。取出小室用棉签小心拭去上室细胞，4%多聚甲醛固定10 min，用结晶紫室温染色25 min，并用PBS将多余染色液洗干净，显微镜下观察下室穿过的细胞，选取5个随机视野进行拍照计数。计算平均每个视野的细胞数，通过计算穿过的细胞数来评价细胞的迁移能力。每组实验独立重复3次。

1.7. 流式细胞仪检测联合用药对PC9/AB2凋亡的作用 {#s1-7}
----------------------------------------------

取对数生长期的细胞，按细胞浓度5×10^6^/孔，铺于6孔板上，按照实验要求对细胞进行分组处理。待处理后收集细胞，按照凋亡试剂盒的具体说明书对细胞进行PI染色，随后应用流式细胞仪上机检测。

1.8. 蛋白质免疫印迹实验（Western blot, WB） {#s1-8}
-------------------------------------------

提取不同加药处理的细胞蛋白，应用PMSF（phenylmethanesulfonyl fluoride）+RIPA（radio immunoprecipitation assay）于冰上裂解30 min，BCA法测量蛋白浓度，加入SDS-PAGE蛋白缓冲液混匀置于100 ℃金属浴加热变性。取30 μg变性后的蛋白上样，80 V电泳2 h，120 V转膜80 min，应用5%脱脂牛奶/BSA封闭1 h。加入EZH2、EGFR、P-EGFR、Histone H3、H3K27me3、β-actin蛋白一抗，4 ℃过夜孵育，次日用TBST清洗后，加入对应二抗，显色曝光。

1.9. 统计学方法 {#s1-9}
---------------

应用graphpad prism 6.0软件统计分析作图，实验中组间比较采用独立样本*t*检验，*P*值取双侧检验，*P* \< 0.05为统计学有差异。划痕结果采用Image J 1.8.0版软件进行分析处理。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. 应用EZH2抑制剂GSK343能够显著增强PC9/AB2细胞对吉非替尼的敏感性 {#s2-1}
------------------------------------------------------------------

对于单药作用，我们应用GSK343及吉非替尼处理细胞，各组药物分别按浓度梯度0 μmol/L、2 μmol/L、4 μmol/L、8 μmol/L、16 μmol/L、32 μmol/L、64 μmol/L、128 μmol/L依次递增，每组设4个复孔，每孔培养基液体为200 μL。应用CCK-8分别检测PC9及PC9/AB2对吉非替尼的敏感性。如[图 1A](#Figure1){ref-type="fig"}所示，PC9的吉非替尼的IC~50~为2.73 μmol/L，而PC9/AB2 IC~50~=30.27 μmol/L，表明PC9/AB2对于吉非替尼耐药性远超敏感型PC9细胞（*P* \< 0.01）。PC9和PC9/AB2的GSK343的IC~50~分别为16.45 μmol/L和18.14 μmol/L，二者统计学没有显著差异（*P*=0.519）（[图 1B](#Figure1){ref-type="fig"}）。

![应用EZH2抑制剂GSK343能够显著增强PC9/AB2细胞对吉非替尼的敏感性。A：PC9及PC9/AB2对不同浓度吉非替尼的细胞活性曲线；B：PC9及PC9/AB2对不同浓度GSK343的细胞活性曲线；C：联合使用GSK343+吉非替尼能够增强耐药细胞对吉非替尼的敏感性。\
EZH2 inhibitor GSK343 can significantly enhance the sensitivity to gefitinib of PC9/AB2 cells. A: Cell viability curves for PC9 and PC9/AB2 treated with different concentrations of gefitinib; B: Cell viability curves for PC9 and PC9/AB2 treated with different concentrations of GSK343; C: Combined use of GSK343+gefitinib can enhance the sensitivity to gefitinib of lung cancer cells.](zgfazz-22-5-255-1){#Figure1}

为了进一步观察加入EZH2抑制剂GSK343后PC9/AB2细胞对于吉非替尼的敏感性，我们将细胞分为两组即：DMSO组（DMSO加药量等于溶解GSK343药物所需的DMSO量）与GSK343组（GSK343加药量我们选取GSK343 1/2 IC~50~即9 μmol/L），分别采用不同浓度梯度吉非替尼：0 μmol/L、2 μmol/L、4 μmol/L、8 μmol/L、16 μmol/L、32 μmol/L、64 μmol/L、128 μmol/L处理PC9/AB2细胞。如[图 1C](#Figure1){ref-type="fig"}所示，加入GSK343后吉非替尼的IC~50~为9.327 μmol/L，较DMSO组30.27 μmol/L明显下降（*P* \< 0.01），结果提示加入GSK343后PC9/AB2细胞对于吉非替尼的敏感性增加。

2.2. 联合应用GSK343+吉非替尼能显著抑制PC9/AB2细胞的活性和增殖 {#s2-2}
-------------------------------------------------------------

为了进一步检验联合用药对PC9/AB2耐药细胞的作用效果，我们将实验处理组设定为4组即：NC组、GSK343组（9 μmol/L）、gefitinib组（15 μmol/L）、G+g组（9 μmol/L GSK343+15 μmol/L gefitinib），处理时间为48 h。如[图 2A](#Figure2){ref-type="fig"}所示，CCK-8细胞活性实验结果显示：与NC对照组比较，GSK343、gefitinib、G+g的细胞活性分别为（85.31±2.47）%、（69.03±5.93）%、（31.29±1.23）%，提示单用GSK343及gefitinib能够抑制细胞的活性(*P*均 \< 0.01)，而联合用药较单独用药对耐药细胞的抑制效果更明显（*P*均 \< 0.01）。EdU结果显示: GSK343组、gefitinib组及G+g组阳性细胞数分别为（45.02±2.47）%、（41.62±3.98）%、（1.75±2.06）%，明显低于阴性对照组（NC）（52.03±3.87）%，*P*值分别为0.02、0.01、 \< 0.01，提示GSK343、gefitinib对于细胞的增殖均有一定抑制作用，但两药合用对于细胞增殖抑制效果更为明显（[图 2B](#Figure2){ref-type="fig"}）。

![联合应用GSK343+吉非替尼能够显著抑制耐药细胞的活性及增殖。A：CCK-8实验检测细胞活性；B：EdU实验检测细胞增殖\
GSK343 combined with gefitinib significantly inhibited cell viability and proliferation in gefitinib-resistant cells. A: CCK-8 assays analysis the cell viability treated with GSK343+gefitinib; B: EdU assays analysis the cell proliferation treated with GSK343+gefitinib.](zgfazz-22-5-255-2){#Figure2}

2.3. 联合应用GSK343+吉非替尼能显著抑制PC9/AB2细胞的迁移 {#s2-3}
-------------------------------------------------------

为了进一步研究联合用药对耐药细胞的迁移作用的影响，我们将实验分为4组：NC阴性对照组（含10%血清培养基）、GSK343组（8 μmol/L）、gefitinib组（15 μmol/L）及联合用药组（8 μmol/L GSK343+15 μmol/L gefitinib），通过细胞划痕实验检测联合用药对于耐药细胞PC9/AB2的迁移能力的改变，分别以16 h及32 h为时间节点。如[图 3A](#Figure3){ref-type="fig"}所示：用药16 h后，联合应用GSK343+gefitinib（划痕宽度占比为74.59±1.58）较NC阴性对照组（29.18±2.88）能够显著地抑制划痕愈合（*P* \< 0.01），单用GSK343（51.36±8.58）也能够对于细胞迁移有一定的抑制作用（*P* \< 0.01），而单用gefitinib（35.47±0.83）对于细胞的迁移能力影响较弱，但也有统计学意义（*P*=0.02）；在用药32 h后，NC对照组（1.22±1.17）划痕已经基本愈合，单用GSK343（19.6±1.51）或gefitinib（5.32±1.04）较NC对照组对细胞迁移有一定的抑制作用（*P* \< 0.01, *P*=0.01），联合应用GSK343+gefitinib作用效果更为显著（51.52±5.07, *P* \< 0.01）。

![联合应用GSK343+吉非替尼能够显著抑制耐药细胞的迁移能力。A：细胞划痕实验检测细胞的迁移能力；B：Transwell小室检测细胞的迁移能力。\
GSK343 combining with gefitinib significantly inhibited the migration ability of gefitinib-resistant lung cancer cells. A: Wound healing assays analysis the cell migration treated with GSK343+gefitinib; B: Transwell chamber assays analysis the cell migration treated with GSK343+gefitinib.](zgfazz-22-5-255-3){#Figure3}

随后，我们分别将细胞分为4组进行不同处理：NC组、GSK343组（9 μmol/L）、gefitinib组（15 μmol/L）、G+g组（9 μmol/L GSK343+15 μmol/L gefitinib），处理时间为48 h，将处理后的细胞转入Transwell小室中，观察24 h细胞迁移至下室的细胞个数，结果显示：GSK343组、gefitinib和G+g组迁出的细胞个数分别为（279.33±8.14）、（352.33±13.65）、（66±14.93），较对照组（420±36.06）；GSK343、gefitinib对细胞的迁移均有一定抑制效果（*P*值分别为 \< 0.01、0.038）；G+g联合应用能够显著抑制细胞迁移（*P* \< 0.01）。提示联合应用GSK343+gefitinib能够显著地抑制耐gefitinib的PC9/AB2细胞的迁移能力（[图 3B](#Figure3){ref-type="fig"}）。

2.4. 联合应用GSK343+吉非替尼能显著诱导PC9/AB2细胞的凋亡 {#s2-4}
-------------------------------------------------------

如[图 4](#Figure4){ref-type="fig"}所示，单独使用GSK343=9 μmol/L处理48 h后细胞，凋亡细胞占总细胞的比例为（5.17±0.93）；单独使用gefitinib=15 μmol/L，处理细胞48 h，凋亡细胞占总细胞的比例为（8.54±0.76）；联合使用GSK343（9 μmol/L）+gefitinib（15 μmol/L），处理细胞48 h，凋亡细胞占总细胞的比例为（32.42±1.04）μmol/L，较NC阴性对照组（1.92±0.34）。GSK343及gefitinib对于耐药细胞能够产生一定的凋亡作用（*P*=0.01, *P*=0.00），但两药联合诱导效果更为显著。

![联合应用GSK343+吉非替尼能够显著诱导耐药细胞产生凋亡。\
GSK343 combining with gefitinib significantly induced apoptosis of gefitinib-resistant lung cancer cells.](zgfazz-22-5-255-4){#Figure4}

2.5. 联合应用EZH2抑制剂GSK343+吉非替尼对EGFR信号通路的影响 {#s2-5}
----------------------------------------------------------

EGFR-TKIs类药物主要通过抑制EGFR磷酸化从而发挥作用，而EZH2抑制剂主要通过抑制组蛋白H3第27位赖氨酸三甲基化\[Tri-Methyl-Histone H3 (Lys27), H3K27me3\]从而抑制下游靶基因的表达。我们发现联合应用EZH2抑制剂GSK343+吉非替尼后，ezh2、P-EGFR及H3K27me3的蛋白表达水平较单药组明显降低，提示EZH2抑制剂GSK343联合EGFR-TKI能够显著抑制PC9/AB2细胞EZH2、H3K27me3及EGFR磷酸化（[图 5](#Figure5){ref-type="fig"}）。

![联合应用GSK343+吉非替尼能够显著抑制EZH2、H3K27me3及P-EGFR的表达。\
GSK343 combining with gefitinib significantly inhibited the expression of EZH2, H3K27me3 and P-EGFR.](zgfazz-22-5-255-5){#Figure5}

3. 讨论 {#s3}
=======

分子靶向治疗给肺癌治疗的带来了一场革命性的变化^\[[@b12]\]^。与传统的化疗相比，EGFR-TKIs治疗*EGFR*突变的晚期NSCLC具有效率更高，不良反应更小，治疗后的PFS更长，已成为一线治疗的首选^\[[@b13],\ [@b14]\]^。*EGFR*基因突变具有多种类型，且突变类型与EGFR-TKIs的治疗效果相关。85%-90%患者EGFR敏感性突变发生在19外显子缺失或21外显子点突变，这类患者再应用EGFR-TKIs治疗能够显著延长客观缓解率（objective response rate, ORR）及PFS^\[[@b15]\]^。但应用EGFR-TKIs治疗会面临一个严峻的问题即绝大多数肺癌患者会在治疗后1年左右出现耐药^\[[@b16]\]^。因此，开发新型EGFR抑制剂、逆转EGFR-TKIs获得性耐药、及延长药物的耐药周期成为目前EGFR-TKIs研究领域的主要热点。

随着表观遗传学的发展，研究人员发现一些表观遗传学调控相关的复合物在NSCLC中也存在改变或者转录异常，比如EZH2^\[[@b17]\]^。EZH2已经被证实在NSCLC中高表达且与预后相关^\[[@b18],\ [@b19]\]^。EZH2抑制剂能够提升肿瘤细胞对抗肿瘤药物的敏感性，增强药物的疗效：应用EZH2抑制剂能够有效地提升具有*BRG1*和*EGFR*突变的NSCLC细胞对依托泊苷的敏感性^\[[@b20]\]^；也有研究表明应用EZH2抑制剂能够通过*PUMA*基因从而逆转NSCLC对于铂类化疗药物的耐药性^\[[@b21]\]^。同时EZH2抑制剂也能够显著抑制细胞的侵袭和迁移能力，EZH2抑制剂能够通过抑制NSCLC中的金属蛋白酶组织抑制因子-3（tissue inhibitor of metalloproteinase-3, TIMP-3）从而抑制癌细胞迁移^\[[@b11],\ [@b22]\]^；也有研究证实EZH2抑制剂也能够通过抑制核外调节蛋白talin的直接甲基化从而影响细胞粘附和迁移^\[[@b23]\]^。综上所述，EZH2有可能成为NSCLC的治疗新的靶点，同时EZH2抑制剂也有望给肺癌的治疗带来新的方向。

本实验中联合应用EZH2抑制剂GSK343与吉非替尼，结果显示两药联合应用能够显著地抑制耐药细胞的活性、增殖及迁移，并诱导细胞凋亡，并且能够增强EGFR-TKIs对于EGFR的磷酸化抑制效果。
